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Résumé

L’utilisation des plantes médicinales pour 1’extraction des principes actifs augmente de plus
en plus et les chercheurs ont pu imaginer plusieurs soins basés sur des traitements traditionnelles

simples.

Le but de cette étude est d’évaluer I’activité antimicrobienne d’extraits aqueux de deux plantes
médicinales, le grenadier (Punica granatum) et le noyer (Juglans regia), obtenus par la
technique de I’infusion (de 1’écorce du fruit du grenadier et I’écorce du tronc du noyer).

L’évaluation de I’activité antimicrobienne a été réalisée par la technique des disques ou
Aromatogramme, souvent utilisé pour les contrdles de routine, sur 8 souches bactériennes
appartenant a Escherichia coli (3 souches), Klebsilla pneumonie (3 souches), Staphylococcus

aureus (1 souche) et Enterococcus sp (1 souche), et une souche de levure (Candida albicans).

Les résultats ont montré que les extraits aqueux ont une activité antimicrobienne modérée.
L’extrait du noyer est le plus actif sur les souches testées avec un diametre maximal d’inhibition
de 18 mm vis-a-vis de I'Enterococcus sp a la dilution 1/2 ; alors que I’extrait du grenadier a le
meilleur pouvoir antibactérien contre Escherichia coli avec un diametre de 10mm a la dilutions
1/4, et 1/6.

Ces résultats ont confirmé I’intérét de 1’utilisation de ces deux plantes dans le traitement de
diverses maladies. L’infusé du grenadier et du noyer possede donc une activité antimicrobienne
assez prononcée est peut étre utilisé pour cet effet que ce soit par usage interne ou externe.
Cependant, des recherches supplémentaires sont nécessaires pour identifier les molécules
bioactives et donner des informations précises relatives aux mécanismes moléculaires

responsables de ces effets.

Mots clés: Punica granatum, Juglans regia, infusion, activité antimicrobienne, souches

pathogénes, aromatogramme, inhibition.



Abstract

The use of medicinal plants to extract active ingredients is increasing all the time, and

researchers have come up with a number of treatments based on simple traditional treatments.

The aim of this study was to assess the antimicrobial activity of aqueous extracts from two
medicinal plants, pomegranate (Punica granatum) and walnut (Juglans regia), obtained using
the infusion technique (from the fruit bark of the pomegranate and the trunk bark of the walnut).

Antimicrobial activity was assessed using the disc or Aromatogram technique, often used for
routine controls, on 8 bacterial strains belonging to Escherichia coli (3 strains), Klebsilla
pneumonia (3 strains), Staphylococcus aureus (1 strain) and Enterococcus sp (1 strain), and one
yeast strain (Candida albicans).

The results showed that the aqueous extracts had moderate antimicrobial activity. Walnut
extract was the most active on the strains tested, with a maximum inhibition diameter of 18 mm
against Enterococcus sp at dilutions of 1/4 ; while pomegranate extract had the best antibacterial

power against Escherichia coli with a diameter of 10 mm, at dilutions of 1/4 and 1/6.

These results confirmed the value of using these two plants in the treatment of various
diseases. Infused pomegranate and walnut therefore have fairly pronounced antimicrobial
activity and can be used for this purpose, either internally or externally. However, further
research is needed to identify the bioactive molecules and provide precise information about

the molecular mechanisms responsible for these effects.

Key words: Punica granatum, Juglans regia, infusion, antimicrobial activity, pathogenic

strains, aromatogram, inhibition
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INTRODUCTION

Depuis leur création, les antibiotiques ont été la méthode de choix pour lutter contre les
infections bactériennes. Cela a considérablement réduit le taux de mortalité associé aux maladies

infectieuses au %™ sigcle (Azumi 1997).

Le mot antibiotique signifie contre la vie et a été inventé par Waksman (Yano et al. 2006).
Ce sont des substances chimiques produites par des micro-organismes. Ces substances ont la capacité
d'inhiber la croissance ou le développement de dautres micro-organismes (bactéries,
champignons...etc) (Khiati 1998).

Lorsque la thérapie a la pénicilline a été pratiquée pour la premiére fois, on croyait que la
bataille contre les agents pathogénes avait été gagnée. D’autres antibiotiques ont été découverts ou
créés par la suite et I'efficacité remarquable de ces substances s'est accompagnée de leur usage massif
et d’une surconsommation conduisant a I'émergence des micro-organismes résistants (Hamza 1993 ;
Ben et al. 2005). Avec cette émergence, I’homme s’est trouvé confronté a un autre probléme aussi

grave que les maladies infectieuses.

Selon (OMYS), la résistance aux antibiotiques devient une urgence de santé publique dont la
proportion est encore inconnue, par consequent, il devient extrémement important de découvrir et de
développer des agents antimicrobiens efficaces ou des stratégies de lutte contre cette résistance aux
antibiotiques.

Au fil des siécles, les pratiques humaines ont su développer les connaissances relatives a
I’utilisation des plantes médicinales dans le but de vaincre la souffrance et d’améliorer la santé
humaine. Le monde des végétaux est plein de ressources et de vertus d’ou I’homme puise, non
seulement, sa nourriture mais aussi des substances actives habituellement bénéfiques a son
organisme. Les plantes étaient toujours a la base de nombreux remedes, et sont encore utilisees pour

traiter différentes maladies.

De nos jours plus de 4000 especes de plantes sont utilisées en médecine traditionnelle et en
médecine moderne (Yano et al.2006). En effet, 75% des médicaments ont une origine végétale et

25% d’entre eux contiennent au moins une molécule active d’origine végétale (Ashngar et al. 2007).



INTRODUCTION

Ces derniéres années, le réle des plantes médicinales dans la santé humaine a suscité une attention
accrue et plusieurs recherches ont eu a investiguer différentes plantes en vu d’évaluer leur activité

antimicrobienne, d’identifier et d’isoler leurs des principes actifs pour confirmer 1’usage traditionnel.

C’est dans ce contexte que notre travail a été réalisé, dans lequel nous avons essayé de tester
I’activité antibactérienne du noyer (Juglans regia) et du grenadier (Punica granatum), deux plantes
alimentaires et médicinales largement connues pour leurs vertus thérapeutiques et leur importante

utilisation en Algérie.

Pour mener & bien ce travail, il a été divisé en trois principales parties :

- La premiére partie est relative a 1’é¢tude bibliographique dans la quelle nous avons présenté
des généralités sur les deux plantes médicinales, leurs différents modes d’utilisation et les
diverses activités biologiques ;

- La deuxiéme partie représente la partie expérimentale ou nous présentons les techniques
utilisées et toutes les démarches ayant été suivies pour arriver aux buts préalablement tracés ;

- Dans la troisieme partie, les résultats obtenus sont rapportés et discutés a la lumiére de la

littérature disponible. Enfin, le travail est cl6turé par une conclusion.
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1. Le grenadier

L’espéce fruitiére du grenadier compte parmi les plus anciennes au monde. De nom latin
Punica granatum L. Est un fruit qui est largement utilisée dans 1’alimentation humaine, I’industrie
et dans des multiples applications thérapeutiques aussi dans la recherche médicale.

La grenade et ses extraits ont de puissants effets antioxydants, antibactériens et anticancéreux
(Wang et al. 2018). Grace a la variété de composés bioactifs de déférents parties du plante (feuilles,
fleurs, écorce, fruit...).

Il est considéré comme originaire de Perse et des régions avoisinantes. Cet arbre est trés bien
adapté au climat méditerranéen et aux zones séches (Salaheddin & Kader 1984).

1.1. Description

Est un petit arbre dont la hauteur peut atteindre 6 métres. Les fleurs rouge vif ont un
diametre de 3 cm. Les grenades contiennent normalement 600 graines épaisses. La grenade est un
gros fruit rond de la taille d’une orange. Son écorce dure et coriace est rouge ou jaune beige et
contient de nombreuses graines de couleur rose a rouge (Benoit 2013).

o Feuillet brillant, lancéolées, de 3 a 8cm de long (Alhijna & Bourich 2017).

e Fleurs rouge mesure 3cm de diamétre (Djaziri 2017) (Figure 01).

Figure 02 : Aspect du fruit et des graines de Punica granatum.
e Les graines possédent charnu et gélatineux, acidulé et sucre (Wald 2009).

e Le fruit en forme de pomme, délimitée par le peu, un péricarpe epais, contienne a I’intérieur

des arilles, chague est constitué des pépins (Dallas 2010) (Figure 02).
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+ Cependant, la taille des arilles varie, tandis que la fermeté des graines varie d’une variété a
I’autre. Les variétés sans pépins connues contiennent en réalité des graines tendres (Holland
et al. 2009).

< L’écorce

L’écorce du fruit de la grenade s’appelle le malicorium. C’est la partie dure du fruit qui est de

couleur beige ou vert rougeatre a I’extérieur (Planchon et al. 1875).

L’¢corce de la grenade est constituée environ la moiti¢ du poids du fruit constitue 1’aréte de
la grenade. A 1’état frais, il est composé de 80 % d’eau, de 8 % de polysaccharides complexes et de
5 % de polysaccharides solubles, représentés par la pectine et I’hémicellulose. Cette fruit contient
également 7 milligrammes de sodium, 210,86 milligrammes de potassium et 9,43 milligrammes pour

100 grammes de phosphore, de calcium et de magnésium (Nuncio-JAuregul et al. 2014).

1.2. Taxonomie
D’aprés Quezel & Santa (1962), Le grenadier (Punica granatum L) a été décrit par Linné et

introduit dans sa Classification en 1753.
Embranchement : Spermaphytes.
Sous-embranchement : Angiospermes.
Classe : Magnoliopsida.
Sous-classe : Rosidées.
Ordre : Myrtales.
Famille : Punicaceae.
Genre : Punica.

Espéce : Punica granatum L.

1.3. Origine et Répartition géographique
D’apres Shaher (1997) la grenade (Punica granatum L) est I’un des principaux arbres cultivés
depuis les temps anciens.
Le grenadier est originaire du nord du I’Iran et de I’ Afghanistan ou il couvre de grandes étendues a
1’état spontané depuis plus de 4000 ans, le Moyen-Orient est représenté sa région d’origine. Ainsi, la
Turquie, la Transcaucasie et 1’Inde font partie des pays ou on le trouve régulierement. La région

méditerranéenne, a savoir I’Espagne, I’Italie, la Grece, I’ Algérie, la Tunisie et le Maroc, est
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également un lieu d’élevage fréquent. En Crimée, en Bulgarie, au Portugal et dans le sud de la France,
il est plus rare. Le sol américain (Wald 2009).
1.4. Phytothérapie traditionnelle

Le grenadier a été utilisé depuis de centaines d’année pour le traitement des maladies et de
diverses affections. Est considere comme <un pharmacie en soi> (Ben abdennebi 2012) Utilisé sous
forme d’un jus, écorce comme un tisane selon le principe de I’infusion, ou bien en poudre,
pour I’estomac et les problémes intestinaux (diarrhée), la toux, la gorge et les pommons, les blessures,
plaies et ulceres, la bouche et la gencive buccale.

Lors de I’utilisation, on peut ajouter au grenadier un autre composant tel que le miel, yaourt et d’autres
herbes.

1.5. Maladies traitées par Punica granatum L.

La Figure 03 représenté les différentes maladies traitées par le grandie.

Maladies coronariennes
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Figure 03 : Maladies traitées par Punica granatum L. (Herber et al. 2006).
1.6. Utilisation thérapeutique
Le grenadier est décrit comme remede naturel grace a ses différentes propriétes.
1.6.1. Activité antimicrobienne
Il démontre dans de nombreuses études qui ont constaté I’inhibition de 1’activité de nombreux
micro-organismes. Ces derniers sont de plus en plus résistants aux actuels traitements antibactériens,
antifongiques et antiviraux (Braga et al. 2005).

1.6.2. Activite antioxydant
Selon Seeram et al. (2006), De nombreux polyphénols a activité antioxydant importante. Les

fruits riches en flavonoides, anthocyanes et proanthocyanidines peuvent réduire le risque de
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maladies cardiovasculaires. et des propriétés anticancéreuses (Adams et al. 2006 ; Chong et al.
2010).
1.6.3. Activité anti cancérogéene
Les extraits de jus de grenade ont des effets antiprolifératifs, anti angiogéniques et
apoptotiques sur les cellules malades (Kawaii & Lansky 2004), et qui permet de ralentir la croissance
de ces cellules.
1.6.4. Activité anti inflammatoire
Le fonctionnement des oxygenes cycliques et des enzymes bactériennes dans un cadre de
laboratoire est inhibé par certains extraits de grenade, en particulier les grains froids. Les niveaux de
prostaglandine dans le mucus du colon sont réduits par 1’administration de ces extraits (Angel 2010).
En empéchant les réactions chimiques et réduire les effets indésirables oxydatif associés a la thérapie
préféré utilisé pour traiter le cancer, il peut étre améliorée et offre une phytothérapie alternative a

ADN dommages (Everton pantoja valea 2020).

2. Juglans regia

Le noyer persan ou commun (Juglans regia L.) est un grand arbre a feuilles caduques
atteignant des hauteurs de 25- 35 m, et un tronc jusqu’a 2m de diameétre, généralement avec un tronc
court et une cime large. C’est une espéce exigeante en lumiere, nécessitant le plein soleil pour bien
développer (Tajamul et al. 2014).

2.1. Description :

La morphologie du noyer elle représente dans la Figure 4. Avant la maturation, 1’écorce est
lisse et marron. Pour les branches adultes il devient gris argenté avec une texture épais a larges fissures
(Sabatier 1999). Les feuilles Sont de 25 jusqu’a 40 centimétres de long, disposées en alternance,
imparipennées avec 5 a 9 Folioles (Tajamul et al. 2014).

Fruit sphérique de 4 a 6 cm, c'est une noix a coque extérieure trés dure, a 2 valves, enfermée dans une
coque épaisse et charnue, d'abord verte, puis brun foncé (Dupérat & Polese 2008).
Fleurs sont des chatons mesurant de 5 a 10 cm de long vert jaune et apparaissant sur les pousses de

L’année (Benhomme 2019).
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Figure 04 : déférents parties de noyer (Benhomme 2019).

2.2. Taxonomie
Selon Cronquist (Boukhari 2017).
Superclasse : Magnoliophyta.
Classe : Magnoliopsida.
Sous classe : Hamamelidae.
Ordre : Juglandales.
Famille : Juglandales.
Genre : Juglans.
Espéce : regia.
2.3. Répartition géographique

Juglans regia L. est natal aux chaines de montagnes de I'Asie centrale, s'étendant de la
province Xinjiang de Chine occidentale , les parties du Kazakhstan, Ouzbékistan et le Kirghizistan
du sud et de chaines de montagnes inférieures au Népal, Bhoutan, le Tibet, I'Inde du nord, le Pakistan
et Sri Lanka, par I'Afghanistan, le Turkménistan et I'lran aux parts de I'Azerbaidjan, I'Arménie, la
Géorgie et la Turquie oriental Une petite population des arbres d’espéces J. Regia a échappé de la
derniere période glaciaire en Europe du Sud (Sylvie et al. 1998).
2.2. Propriétés thérapeutiques

En médecine traditionnelle Ces dernieres années, lI'accent a été mis sur 1’utilisation du Juglans
regia L. dans les industries pharmaceutiques et cosmétiques.

Il utilise toutes les parties de la plante. Racines, tiges et écorce. Les feuilles, les graines et les huiles
de graines ont une valeur médicinale en tant qu'antiseptiques et insectifuges, et ont une activité
antimicrobienne plus large.

- Les feuilles ont une activité anticancéreuse. De par son action corrective, elle est utilisée en
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tisane, notamment pour faire baisser la glycémie et les troubles digestifs.
- L'écorce est utilisée comme gomme pour nettoyer les dents.
- Traitement de l'insuffisance veineuse, des hémorroides, de la diarrhée et des infections fongiques
ou bactériennes (Wichtl & Anton 1992).
- Ce type est également utilisé dans le traitement de I'adénotuberculose cervicale et de la

tuberculose. Il a également une capacité anti-athérosclérotique élevée.

3. Les méthodes d’utilisation des plantes médicinales

3.1.L’infusion
Est préparée en versant de 1’eau bouillante a une quantité spécifique de matiere végétale et en
laissant reposer le mélange pendant 10 a 15 minutes (Sofowora 2010).

3.2.La macération
Les plantes sont laissées dans de liquide froide pendant 12 heures (ou plus généralement une nuit.
(Gauthier 2017).

3.3.Décoction
On plonge les parties végétales (racines, de 1’écorce, des tiges et des graines) dans 1’eau froide et on
les porte a ébullition pendant 5 a 45min selon la partie de la plante utilisée, ensuite les filtrer (Iserin
2001 ; Grunwald 2006).

3.4.Les poudres
Les plantes qui ont été séchées a 1’ombre sont finement coupées puis pulvérisées dans un mortier.
Ces plantes sont vendues en sachets (infusettes) en variétés simples ou en mélange (Schaunberg &
Paris 1977).

3.5.Fumigation
On fait bouiller ou bruler des plantes, de fagon a bénéficier des propriétés thérapeutiques des
vapeurs ou fumées produites.

3.6.Cataplasme
Préparation de la plante assez pateuse pour étre appliquée sur la peau, la plante peut étre broyée
hachée a chaud ou a froid ou mélangée a autre composants (Iserin 2001).

4. L’activité antimicrobienne
Le terme « agent antimicrobien » designe toute substance utilisée pour détruire les
microorganismes ou empécher leur croissance, y compris les antibiotiques et autres agents

antiviraux, antifongiques et antiparasitaires (Yala et al. 2001).
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4.1. Les antibiotiques :

Les antibiotiques sont des molécules naturellement secrétées par des microorganismes
fongiques ou des bactéries et font partie de leur arsenal mis en place pour se défendre contre les
stresses extérieures (Drancourt 2016).

A lorigine, le mot « antibiotique » désigne tout produit microbien qui méme a de trés faibles
concentrations inhibe ou tue certains micro-organismes.

Antibiotique du grec, anti : contre et biotikos : concernant la vie. C’est un adjectif qui est a I’origine
du nom « antibiose » sa définition a été précisée comme une substance chimique produite par un
microorganisme et capable d’inhiber sélectivement la croissance ou méme détruire d’autres

microorganismes. (Muylalert & Mainil 2013).

4.2. Les microorganismes

a. E. coli: Aussi connu sous le nom de « colibacille ». Escherichia, Un bacille d'environ 2-3 pum
de long et 0,6 4 0,7 um de diamétre, Gram négatif, non sporulée et mobile, de la famille des
Enterobacteriaceae (Nolan et al. 2013 ; Hufnagel et al. 2015).

b. Staphylococcus aureus : Les staphylocoques sont des bactéries sphériques (coques) aérobie-
anaérobie facultative a Gram positif (Licitra 2013).

c. Enterococcus sp : prennent la forme de cocci a Gram positif et ne sont pas sporulées. Ont été
trouvés dans des endroits comprenant la flore intestinale réguliére des mammiferes et, moins
fréguemment, la flore vaginale et buccale (Mundt 1963 ; Murray 1990).

d. Klebsila pneumonie : de la famille des Enterobacteriaceae il s’est imposé comme un agent
pathogéne important responsable d’infections nosocomiales et de plus de 70% des infections
chez I’homme (Pitout 2015).

e. Candida albicans: est I’espéce la plus isolée de genre Candida de la famille des
Deutéromycétes. Elle colonise typiquement le mucus gastro-intestinal et oropharyngé sous

forme de germe saprophyte (Develoux & Bretagne 2005)

4.3. La résistance aux antibiotiques

Les antibiotiques depuis leur utilisation en thérapeutique se sont revélés trés précieux dans la
lutte contre les maladies d’origine bactérienne touchant I’homme et les animaux mais leur
consommation immodérée a mené & I’adaptation et la sélection de populations microbiennes
résistantes. Dés 1940, les scientifiques observent que les extraits des différentes bactéries ont la
capacité de détruire la « pénicilline » qui n’avait pas été encore utilisée en thérapeutique (Guillot
1989).
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1. Matériels

Notre étude a été réalisée au niveau du laboratoire de la microbiologie et la biochimie,
au niveau du hall technologique, université de 20 Aodt 1955, Skikda pendant une durée d’un
mois (19 février jusqu’au 23 Mars) de I’année universitaire 2023.
La recherche s'est portée sur ’activité antimicrobienne de 1’extrait aqueux de deux plantes

médicinales : Punica granatum L. et Juglans regia L.

1.1.Matériel végétale
a. Echantillonnage

Le matériel végétal utilisé dans cette étude c'est les plantes. Deux échantillons ont fait
I’objet de cette étude.

La collecte du premier échantillon d’écorce du fruit de Punica granatum a été effectuée
au niveau de Benizid dans la région de Collo au cours du mois d’octobre 2023. Il a ensuite été
séché puis conservé a I’abri de I’humidité et de la lumiére. La position géographique du site

d’échantillonnage est représentée dans la Figure 05.
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Figure 05: la situation géographique de la région d’échantillonnage (Benizid)

(https://earth.google.com).

Alors que le deuxiéme échantillon a été acheté au niveau du marché de la ville de Skikda déja

séché Figure 06. Et I’identification a été faite par Mme Sakhraoui.
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Figure 06 : Le matériel végetal utilisé lors de cette étude.

b. Séchage
L’écorce de Punica granatum L a été séchée a I’ombre a température ambiante, et apres
conservée dans des sacs propres a I’abri de la lumiére et I’humidité dans un endroit aéré, pendant
20 jours.
1.2. Microorganismes utilisés
Le choix des bactéries a été porté sur quatre souches fréquentes en pathologie humaine.
Ces especes sont souvent responsables a des infections, constituant ainsi un probléme majeur
de santé publique, et par leur résistance naturelle a divers agents antimicrobiens. Nous avons
sélectionné deux groupes de bactéries, et une levure (champignon) :
- Des bactéries a Gram négatif : Escherichia coli, et klebsila pneumonie.
- Des bactéries a Gram positif : Staphylococcus aureus, Enterococcus sp.
- Etune levure : Candida albicans.

Ces souches nous ont été fournies par les responsables du laboratoire de biochimie El Rihab de
Skikda et du laboratoire d’analyses médicales du Dr. Guennoun hacene médecin spécialiste en
parasitologie mycologie de Azzaba. Ces souches ont été procurées dans des tubes stériles
contenant 4ml de gélose de conservation.

1.3.Matériel de laboratoire

Le matériel utilisé pour déterminer I’activité antimicrobienne de I’infusion des plantes

est le suivant :

a. APPAREILLAGE
Bec bunsen.

Bain marie.
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Autoclave.

Balance de précision.
Spectrophotométre.
Réfrigérateur.

Plaque chauffante.
Etuve.

b. LAVERRERIE

Becher.
Erlenmeyer.
Flacons
Entonnoir.

Tubes.

c. Autre matériel
Anse de platine.
Pipette pasteur.

Boites de pétri.
Ecouvillons stériles.
Pince.

Disques stériles.
Portoirs

Perforateur de papier.
Seringue.

Etiquettes.

Marquere indélébile.

d. Les milieux de culture
Gelose nutritive.
Chapman.

Hekteon.
MH.

12
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e. Produits
L'eau distillé.

L’eau physiologie.

2. Les méthodes
2.1. Préparation de I’extrait

Selon le principe de I’infusion

L’écorce du Punica granatum : 5g de 1’écorce de grenade ont été deposés dans 250ml
d’eau distillée bouillante (100°C) hors feu, pendant 10 min. Laisser froid.
Le mélange a été ensuite filtré a 1’aide du papier filtre (Whatman).

L’écorce du Juglans regia : 5g de I’écorce de Juglans regia ont été déposés dans 125ml
d’eau distillée bouillante (100°C) hors feu, pendant 10min.

filtrer a I’aide du papier filtre (Whatman) (Figure 07).

Figure 06 : préparation de I’extrait végétal.

e Préparation des dilutions
La dilution se fait a partir d’une solution mére (I’extrait végétal).
Dans 4 tubes a essai, mettre 2ml de I’extrait (Figure 08).
e Le premier tube contient 2ml de I’extrait.
e A Tl’aide d’une surnage ajouter 2ml d’eau distillée au deuxiéme tube.
¢ 4ml d’eau au troisieme tube.

e Et6ml d’eau distillée au quatrieme.

13
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Figure 08 : les dilutions du Punica granatum (a gauche) et du Juglans regia (a droite).

2.2. L’isolement
Les souches que nous avons utilisées ont été déja confirmées par les services d’ou elles

ont été récupérées (donc déja pure). A partir de ces souches identifiees, faire des repiquages sur
milieu solide chapman pour les bactéries a gram positif, hekteon pour les gram négatif, et
sabouraud pour levure, préalablement fondu, faire couler dans des boites de Pétri (4mm
d’épaisseur). Faire des stries a I’aide d'une ance de platine, et incubation a 37°C pendant 24
heures pour les bactéries et 48h pour la levure.

2.3. Méthode de diffusion

2.3.1. Le principe de la méthode

Nous avons appliqué la technique par contact direct de 1’aromatogramme pour évaluer
I’activité antimicrobienne. Ce test a été effectué suivant la méthode de Conner & Beuchat
(1984), Adam et al (1998) et Chao et al (2000) et en respectant les Recommandations établies
par le BSAC (British Society for Antimicrobial Chemotherapy) et développées par Andrews
(2001) (Figure 09).

L’¢étude du pouvoir antimicrobien par cette technique est identique a celui de I’antibiogramme,
la seule différence ¢’est le remplacement des antibiotiques par des extraits végétaux. C’est une

méthode de mesure in vitro du pouvoir antimicrobien (Adam et al. 1998).

14



CHAPITRE 02 :MATERIEL ET METHODES

en pratique, on utilise un milieu d’ensemencement solide du fait qu’il soit le plus simple. Donc
on a ensemencé la suspension microbienne sur milieu solide et en déposant des disques
stériles imprégnés dans I’extrait aqueux. Incuber les boites de Pétri dans des conditions
spécifiques. Faire la lecture apres 24 a 48 heures.

Le diameétre du halo d’inhibition entourant les disques est alors mesuré. Chaque halo est une
zone claire, nommée aussi zone d’inhibition de la croissance microbienne (Chao et al. 2000).

Cette manipulation comporte les étapes suivantes :

hes bacténennes

lose Mueller  Hinton

ite de péun

wque imbibé du produit

Zone 4 inhibition

Cromsance Microbienne

Figure 07 : Méthode de aromatogramme sur boite de Pétri (Zaika 1988).
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2.3.2. Preparation des suspensions bactériennes

Racler a I’aide d’une anse de platine, quelques colonies bien isolées et identiques (3a5
colonies), a partir de culture jeune. Déposer sur Sml d’eau physiologique, homogénéiser la
suspension bactérienne. Laisser 30min, et passer a la spectrophotométrie a une longueur d’onde
de 625nm c’est-a-dire d'une DO de 0.08 4 0.1.
La concentration des différentes suspensions a été ajustée a 10® cellule/ml correspondant a 0,5
Mc Farland.
Ajuster I’inoculum, soit en ajoutant de la culture s’il est trop faible ou 1’eau physiologique

stérile, s’il est trop fort (Figure 10).

Figure 8 : les suspensions bactérienne (a gauche) et suspension trouble (a droite).

2.3.3. Préparation des disques
Préparer les disques de papier filtre de 6 mm de diametre (Whatman N°1)

Mis dans un tube a essai, Stériliser a I’autoclave, a 120°C pendant 20 minutes (Figure 11)
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2.3.4.

Figure 9 : Disques stériles
Test de ’activité antimicrobienne

Couler dans les boites de Pétri une quantité de gélose nutritive (équivalant a 13
ml).

Laisser les boites ouvertes devant la flamme jusqu’a compléte solidification.
Déposer quelques gouttes de la suspension bactrienne sur la surface de la gélose,
on a fait I’ensemencement par la méthode d’inondation.

S’assurer que la surface de la gélose est bien séchée.

Déposer a I’aide d’une pince stérile les disques (6 disques par boite), 4
imprégnés d’extrait végétal a différentes concentrations, 2disques (1 imprégné
d’eau et 1’autre d’antibiotique) utilisés comme témoin. Sur la surface de la
gélose.

Placer les boites de Pétri a basse température (+4°C) pendent 15 a 30min afin de
permettre aux extraits de diffuser dans la gélose avant que les bactéries ne
commencent a se multiplier ; les placer a 1’étuve, a la température optimale de
croissance du germe a étudier (37 °C) pendent 24 h (Figure 12).

Les boites doivent étre placées couvercle en bas.
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Figure 10 : ’arommatogramme.

3. Lecture des résultats

Aprés 24 heures d’incubation, mesurer a I’aide d’une régle graduée le diamétre
d’inhibition des bactéries au tour des disques. Le diamétre (mm) de la zone entourant le disque
est proportionnel a la sensibilité du germe étudié.
Classer la bactérie dans I’une des catégories : sensible, intermédiaire et résistante.
Selon Raynaud (1999) in Manaa & Mechati (2009) en rapport avec les spectres des activités
antibactériennes :
Germes résistants : halo 0 mm (-).
Germes sensibles : halo 0-2 mm (+).
Germes assez sensibles : halo de 2-3 mm (++).

Germes trés sensibles : halo plus de 3 mm (+++).
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1. Résultats
1.1. Préparation de I’extrait

Dans cette étude, les rendements de I’infusion ont été déterminés par rapport a 5 g de la
matiere végétale.
Le poids de I’extrait sec a été déterminé a partir de la différence de poids avant et apres
I’infusion.
Les résultats de cette manipulation sont représentés dans le Tableau 01.

Tableau 01 : Rendement de 1’infusé.

Poids de | poids de I’extrait Rendement en %
la matiére

L’infusion01 59 192 2.59

L’infusion 02 59 70 7.10

Rendement moyen en% I 4.84%

> Propriétés organoleptiques des extraits
Les propriétés organoleptiques des extraits des plantes sont présentées dans le Tableau 02.

Tableau 02 : Propriétés organoleptiques des extraits.

Aspect couleur Odeur
Extrait de grenadier | fluide jaune fraiche
Extrait de noyer fluide Marron fonce forte

1.2. L’aromatogramme
Nous rappelons que [’objectif de cette manipulation est la détermination de I’effet
antimicrobienne de I’extrait aqueux du grenadier et du noyer obtenu par 1’infusion des écorces.
Nous avons utilisé la méthode de diffusion sur un milieu solide.
Le pouvoir antimicrobien des extraits est déterminé par le diamétre de zone d’inhibition
autour des disques imbibés d’extrait, mesuré a 1’aide d’une regle.
Les résultats des tests antibactériens de ces extraits vis-a-vis des bactéries etudiées sont les

suivants
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e PUNICA GRANATUM.L
Escherichia coli
Les résultats ci-dessous (Figurel3) montrent 1’activité inhibitrice sur Escherichia coli :
e Lasouche 01 : commence avec 1/4 d’extrait de grenade dilué a 1/6. Le diamétre de la
zone d’inhibition est de 10mm.
e Chez Escherichia coli 02 : a la dilution 1/2 avec 9mm de diametre.

e Escherichia coli : le diametre 9mm a la dilution 1/6.

Figure 11 : I’activité antibactérienne de 1’extrait de grenadier sur Escherichia coli.

Klebsila pneumonie
La Figure 14 montre 1’apparition d’un halo seulement dans la souche 01 avec un diamétre de

8 mm a la dilution 1/4.

Figure 12 : ’activité antibactérienne de I’extrait de grenadier sur Klebsila pneumonie.
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Staphylococcus aureus
L’extrait pur a donné un diamétre de 9mm présente a la Figure 15.

Figure 13 : I’activité antibactérienne du grenadier sur Staphylococcus aureus.

Enterococcus sp
Selon la Figure 16 I'extrait de Punica granatum n'a aucun effet bactéricide sur la souche

bactérienne pour toutes les concentrations testées.

Figure 14 : ’activité antibactérienne de grenadier sur Enterococcus sp.

Candida albicans
L’extrait pur a donné un diamétre de 10 mm alors que la dilution 1/2 a donné 8mm de diamétre

(Figure 17).
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Figure 15 : I’activité antifongique de grenadier sur Candida albicans.

e JUGLANS REGIA.L

Escherichia coli
Les résultats ci-dessous (Figure 18) montrent 1’activité inhibitrice sur Escherichia coli :
e La souche 01 : la sensibilité apparait a 1’extrait pur et les dilutions 1/4, 1/6 avec une
résistance a la dilution 1/2.
e chez Escherichia coli 02 : les diametres des zones d’inhibitions varient entre 8mm et
16mm a I’extrait pur et toutes les dilutions.
e Escherichia coli 03 : le diamétre 10mm a I’extrait pur et la dilution 1/2 et un diamétre

de 7mm a la dilution 1/6.

Figure 16:1’activité antibactérienne du noyer sur Escherichia coli.
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Klebsila pneumonie
Les résultats ci-dessus (Figure 19) montrent I’activité inhibitrice sur Klebsila pneumonie :

Klebsila pneumonie 01: I’extrait pur a donné un diamétre de 9mm, alors que les dilutions 1/2,

1/4 ont donné un diametre de 10mm et la dilution 1/6 a donnée 11 mm de diamétre.

Klebsila pneumonie 02 : I’extrait pur a donné un diametre de 9mm, les dilutions 1/4, 1/6 ont

donné 10 mm, 11 mm de diameétre respectivement.

Klebsila pneumonie 03 : I’extrait pur et la dilution 1/6 ont donné le méme diamétre 9mm alors

que la dilution 1/4 a donné 8mm.

Figure 17 : I’activité antibactérienne du noyer sur Klebsila pneumonie.

Staphylococcus aureus

A la Figure 20 le diametre de I’extrait pur est de 1 1mm et le diamétre de I’extrait dilué au 1/4

est de 10 mm.
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Figure 18: I’activité antibactérienne de noyer sur Staphylococcus aureus.

Enterococus

La dilution 1/2 a donnée 18 mm de diametre et 17mm pour les dilutions 1/4 et 1/6 (Figure 21).

Figure 19: I’activité antimicrobien de noyer sur Enterococcus.
Candida albicans

L'analyse des résultats fait apparaitre que I'extrait de Juglans regia n'a aucun effet sur la souche
candida albicans pour toutes les concentrations testées (Figure 22).
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Figure 20 : I’activité antifongique de noyer sur Candida albicans.
1.3. Interprétation de I’aromatogramme
Les halos d’inhibitions enregistrés dans notre étude varient entre Omm et 18mm, en fonction
des souches testées et des dilutions employées.
D’apreés la classification de Raynaud (1999) in Manaa & Mechati (2009) en rapport avec les
spectres des activités antibactériennes :
Germes reésistants : halo 0 mm (-)
Germes sensibles : halo 0-2 mm (+)

Germes assez sensibles : halo de 2-3 mm (++)
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Germes tres sensibles : halo plus de 3 mm (+++)
Nous avons pu établir la classification des souches testées, en mesurant les halos d’inhibition
et en les comparant a ceux de la référence. Il en ressort donc :

¢ Punica granatum.L

e Escherichia coli 01 : trés sensible a les dilutions 1/4 et 1/6.

Résistante a I’extrait pur et la dilution 1/2.

e Escherichia coli 02 : résistante pour 1’extrait pur et les dilutions 1/4 et 1/6.

trés sensible a la dilution 1/2.

e Escherichia coli 03 : trés sensible a la dilution 1/6.

Résistante a I’extrait pur et les dilutions 1/2 et 1/4.

e Kilebsila pneumonie 01 : trés sensible a la dilution 1/4.

Résistante au témoin, 1’extrait pur et les autres dilutions.

e Kilebsila pneumonie 02 et 03 : résistante a 1’extrait pur, le témoin et toutes les dilutions .

e Staphylococcus aureus: trés sensible a 1’extrait pur.

Résistante pour le témoin et les autres dilutions.

e Enterococcus sp: résistante pour I’extrait pur, le témoin et toutes les dilutions.

e Candida albicans : trés sensible a I’extrait pur et la dilution 1/2.

Résistante pour le témoin et les autres dilutions.
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% Juglans regia.L

Escherichia coli 01 : tres sensible a la dilution 1/2.

Résistante pour I’extrait pur, le témoin et les dilutions.

Escherichia coli 02 : trés sensible a I’extrait pur et les dilutions.

Résistante pour le témoin.

Escherichia coli 03 : trés sensible a 1’extrait pur et les dilutions 1/2, 1/6.

Résistante pour le témoin et la dilution 1/4.

Klebsila pneumonie 01: tres sensible a 1’extrait pur et les dilutions.

Résistante pour le témoin.

Klebsila pneumonie 02: trés sensible a I’extrait pur et les dilutions 1/4, 1/6.

Résistante pour le témoin et la dilution 1/2.

Klebsila pneumonie 03 : trés sensible a I’extrait pur et les dilutions 1/4, 1/6.

Résistante pour le témoin et la dilution 1/2.

Staphylococcus aureus: trés sensible a 1’extrait pur et la dilution 1/4.

Résistante pour le témoin et les dilutions 1/2, 1/6.

Enterococcus sp : tres sensible a les dilutions 1/2, 1/4, 1/6.

Résistance pour I’extrait pur.

Candida albicans: resistante pour I’extrait pur, le témoin et toutes les dilutions.
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Les tests de l'activité antimicrobienne ont été faits sur 8 souches bactériennes et levure.

Les tests ont eté repétes trois fois.

Les résultats présentés dans les tableaux 2 et 3 indiquent nettement une différence du

pouvoir antimicrobienne, et cela d'une souche a une autre et d’un extrait a 1’autre.

Tableau 03 : les diamétres des zones d’inhibitions de croissance chez les souches

testées sur Punica granatum L.

L’extrait | 1/2 1/4 1/6 T(I’eaux | antibiotique
pur Distillé)
Escherichia coli | R R 10mm | 10mm / P10:R
01
Escherichia coli | R 9mm R R / V30:S
02 (0.8mm)
Escherichia coli | R R R 9mm / P10:R
03
Klebsila R R 8mm | R / V30 : S(1.6 mm)
pneumonie 01
Klebsila R R R R / V30:R
pneumonie 02
Klebsila R R R R / P30:R
pneumonie 03
Staphylococcus 9mm R R R / Cl10: 0.9 mm
aureus
Enterococcussp | R R / Cl10:1.4
Candida albicans | 10mm 8mm R R / P10:R
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Tableau 04 : les diamétres des zones d’inhibitions de croissance chez les souches testées sur

Juglans regia L.

L’extrait 1/2 1/4 1/6 T(I’caux antibiotique
pure Distillé)

Escherichia coli | 11mm R 10mm 11mm / KZ :1.9mm

01

Escherichia coli | 14mm 14mm 16mm 8mm / VAN :0.7mm

02

Escherichia coli | 10mm 10mm R 7mm / CIP :2mm

03

Klebsila 9mm 10mm 10mm 11mm / OX':R

pneumonie 01

Klebsila 9mm R 10mm 11mm / CT10 :1.4mm

pneumonie 02

Klebsila 9mm R 8mm 9mm / AM :1.2mm

pneumonie 03

Staphylococcus 11mm R 10mm R imm CAZ:1mm

aureus

Enterococcussp | R 18mm 17mm 17mm / CMNZ2 :
0.7mm

Candida R R R R / CL10:

albicans 1.4mm

A partir des résultats obtenus, L’activité antimicrobienne, il apparait que les souches

bactériennes testées sont sensibles vis-a-vis de 1’extrait de I’écorce des plantes testé de plus, il

est remarquable que I’extrait de juglans regia est plus efficace que punica granatum L.
Les antibiotiques (P10,Vv30,CL10,KZ,VAN,CIP,0X,CT10,AM,CMN2,CAZ,P30). ont

montré une efficacité antimicrobienne remarquable.
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Figure 21: Schéma comparant I’activité antimicrobienne des deux extraits sur les deférentes

souches (4 Bactérie, 1 Levure).
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2. Discussion

Cette ¢tude a permis de mettre en évidence 1’activité antimicrobienne et 1’efficacité
variable de I’infusé de 1’écorce du fruit du grenadier et I’écorce du tronc du noyer.

Les résultats obtenus montrent que 1’infusé du Juglans regia est plus efficace que celui
du Punica granatum et les souches bactériennes testées sont sensibles vis-a-vis de 1’infusé de
I’écorce de Juglans regia. L’analyse des résultats fait apparaitre que 1’infusé du Juglans regia
n’a aucun effet sur Candida albicans pour toutes les concentrations testées par rapport a I’extrait
de grenadier qui a montré une efficacité.

Selon I’antibiogramme certaines souches sont sensibles aux antibiotiques avec des diameétres
variants, par contre Klebsilla sp., Escherichiacoli, Candida albicanssont résistantes a
pénicillinel0 et 30, oxacilline et vancomycine.

D’apres les résultats obtenus, il apparait que I’infusé de 1’écorce du fruit du Punica
granatum a un effet antimicrobien sur les bactéries et la levure testées. Le tableau 03 indique
que I’extrait de Punica était actif contre E.coli, avec une zone d’inhibition de (9 + 10 mm), la
méme chose pour Klebsillal et Staphylococcus aureus pour lesquelles des diametres de 8mm
et 9mm ont été respectivement enregistrés, ainsi que sur Candida albicans (8+10mm). D’autre
part, les souches Enterococcus, Klebsilla 2 et 3 se sont développées sans aucun pouvoir
d’inhibition autour des disques imbibés d’infusé.

Ces résultats corroborent ceux de Reddy et al. (2007) qui ont démontré que des extraits

aqueux et phenoliques de grenade présentent une activité antimicrobienne significative contre
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Cryptococcus neoformans et
Staphylococcus aureus, ils sont aussi en accordance avec les résultats d’Al-Zoreky (2009) qui
a montré que les extraits aqueux de I’écorce de grenade constituent un puissant inhibiteur de la
croissance de Listeria monocytogenes, S. aureus, E. coli et Yersinia enterocolitica, ainsi que
ceux de Choi et al. (2009).
Chebaibi & Rhazi Filali (2012) ont rapporté que les extraits aqueux de I’écorce de grenade
marocaine ont un grand potentiel en tant que composés antibactériens contre plusieurs micro-
organismes. L’extrait de peau de grenade s’est avéré plus ou aussi efficace que les antibiotiques
standards. De plus, Wald (2009) a montré que I’extrait de grenadier est trés efficace contre
Candida albicans.
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Les résultats du test de I’activité antimicrobienne de 1’infusé de I’écorce du juglans regia
sont présentés dans le tableau 04. L’activité antibactérienne de 1’infusé de 1’écorce du noyer
est la plus élevee par rapport a I’infusé du grenadier contre 1’Enterococcus ou un diametre de
18 mm a été enregistreé.

Ces résultats montrent que 1’activité inhibitrice contre les germes apparait a toutes les
dilutions y compris I’infusé d’origine. Les zones d’inhibitions varient en fonction de la variation
de la concentration de I’infusé. Les diamétres des zones d’inhibitions varient de 7£18mm, d’un
autre c6té, une résistance chez Candida albicans a été enregistrée.

D’apres les résultats obtenus, on remarque quequel que soit I’infusé utilisé, les bactéries
a Gram- possedent une forte résistance. Selon Faucher et Avril (2002), cette résistance est en
relation avec la nature de leurs membranes externes. Nos résultats sont en accordance avec ceux
de Rather et al. (2012) ayant testé 1’activité biologique des feuilles du noyer commun,et ont
enregistré un effet antimicrobien sur Bacillus subtilus, Staphylococcus aureus et
Staphylococcus epidermidis. Oliveira et al. (2008) et Sharma et al. (2013) ont montré que les
extraits alcooliques de Juglans regia possédent une activité antimicrobienne ce qui est en
accordance avec nos résultats. Cette activité antibactérienne prononcée a également été
démontrée par les observations de Nguyen (1983)ayant testé différents extraits du noyer sur la
croissance de différentes souches bactériennes et ayant démontré que presque la totalité des
extraits étudies ont une activité antimicrobienne contre toutes les souches testées.

La différence de I’efficacité entre I’infusé des deux plantes est probablement diiau fait
que les deux plantes contiennent des composés bioactifs antimicrobiens différents qui agissent
difféeremment et exercent des effets inhibiteurs différents sur la croissance des souches. Les
zones d’inhibition calculées pour les souches ont permis de classer les souches dans la catégorie
sensible. Le diamétre de la zone d’inhibition varie d’une bactérie a I’autre et d’un extrait a
I’autre. Les variations de ’activité antibactérienne des infusés expliquent les variations de leur
composition chimique ; il est connu que I’activité antimicrobienne d’une plante dépend de la
nature biochimique de ses composés et des propriétés physico-chimiques de la souche (Sari et
al.2006).

En général, les bactéries Gram+ sont plus sensibles aux différentes extraits végétaux

que les bactéries Gram- ; ceci peut étre attribué a la différence de la structure de leur
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membranes externes. La méthode utilisée pour évaluer I’activité antimicrobienne et la méthode
d’extraction des principes actifs végétaux peuvent également affecter les résultats (Fauchere
& Avril 2002 ; Bouhdid et al 2006). De plus, les facteurs climatiques (température, humidité
relative, vent, lumiére,etc.) et les facteurs édaphiques (nature du sol, pH du sol, propriétés
physiques et chimiques) ont un important effet sur la composition biochimique des plantes et
la nature de leurs principes actifs (Gulcin et al. 2002). La composition chimique d’une méme
plante varie d’une région a ’autre, aussi le prétraitement du matériel végétal ce qui pourrait

expliquer les différences de résultats.
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CONCLUSION

Les plantes médicinales jouent un rdle majeur dans la vie humaine. Elles sont les
principales sources de molécule bioactives, d’une part, et d’autre part, sont largement utilisées
dans le traitement et dans la prévention des maladies.

Cette ¢tude s’intéresse a 1’évaluation de 1’activité antimicrobienne de I’infusé de 1’écorce du
fruit du grenadier (Punica granatum) et 1I’écorce du noyer (Juglans regia), qui représentent des
sources phyto-thérapeutiques trés importantes pour la population algérienne.

Cette activité a été testée sur huit souches bactériennes et une souche fongique, selon la
méthode de I’aromatogramme. Les résultats indiquent que les deux extraits exercent un effet
inhibiteur vis-a-vis des souches Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Kelbsillapnemonie,
Enterococcussp. et Candida albicans, avec des diamétres des zones d’inhibition qui varient de

18+7 mm a 10+8mm.

A partir de ces résultats, nous pouvons conclure que :

o Laméthode de préparation par infusion est donc efficace dans I’extraction ou la
libération des molécules bioactives qui gardent tous leurs effets bénéfiques et
demeurent actives contre différentes souches microbiennes pathogenes ; la
grande utilisation de cette méthode de préparation, a 1’échelle nationale ou
internationale est donc justifiée ;

o Les infusés et leurs dilutions du grenadier et du noyer possédent effectivement
une activité antimicrobienne, ce qui justifie I’emploi de ces deux plantes dans
le traitement des maladies infectieuses ;

o Tactivité antimicrobienne des infusées des deux plantes peut étre considérée
comme modérée, ce qui demeure encourageant par rapport a I’efficacité de leur
emploi ;

o L’infusé des deux plantes peut donc aussi étre utilisé pour la désinfection des
plaies ou autre usage externe, notamment pour les personnes souffrant de

certaines allergies vis-a-vis de certains medicaments ;

Il serait donc intéressant de mener davantage d’études pour tester les extraits des deux plantes

sur davantage de souches pathogénes, car cette étude ne constitue qu’une premicre étape dans
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la voie de valorisation du sous-produit étudié. Des études complémentaires, précises et
approfondies restent nécessaires pour pouvoir confirmer les résultats obtenus et diversifier les
méthodologies employées. Enfin, nous recommandons de :
o Tester I'infus¢ ou d’autres extraits des deux plantes sur des souches
phytopathogénes ;
o Réaliser la caractérisation des molécules bioactives, notamment chez les
différentes variétés du grenadier qui pourraient contenir des principes actifs
variés et différents ;

o Réaliser des tests in vivo.
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